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マウス脳における液胞型プロトンポンプ V-ATPase G1サブ 
ユニット遺伝子の発現量は転写後調節によって制御される
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と共役しプロトン H+ を輸送する H+-ATPase）
は、原核・真核の区別なく、生体において重要
な役割を果たしている。プロトンポンプは大き
く 3 種類に分類される。1 つ目は、胃酸分泌に
関 与 し て い る H+/K+-ATPase で あ り、P 型
ATPase に分類される。2 つ目は、真核細胞内
のミトコンドリアや葉緑体に局在し、細胞に必











（Futai et al. 2000）。
V-ATPase はオルガネラや形質膜に存在する
プロトンポンプであり、膜表在部分であり
ATPase 活性を有する V1 ドメイン（A, B, C, D, 
E, F, G, H の 8 つのサブユニットからなる）と
膜内在部分でありプロトン輸送を行う V0 ドメ
イン（a, c, c’, d, e の 5 つのサブユニットから
なる）から成り、それぞれ多数のサブユニット
から構成される複雑な構造をしている（Hinton 
et al. 2009）。V-ATPase を構成するいくつか
のサブユニットには、アイソフォームが存在す






スでは 118 アミノ酸残基からなる 13-kDa のタ
ンパク質であり、E サブユニットと結合しス
トークと呼ばれる柱状の構造体を形作り、V1
ドメインと V0 ドメインを結びつけ、ATP 加水
分解によって得られたエネルギーを伝達する役
割を担っている（Oot et al. 2012）。また、
V-ATPase は細胞内の状況に応じて、ATP 加
水分解とプロトン輸送の調節を行うが、これは、
V1 ドメインと V0 ドメインの結合／解離を調節
することによって行われているため、このス
トークを形成する G サブユニットと E サブユ
ニットは ATP 加水分解とプロトン輸送調節の
中心的役割を担っていると考えられる。
哺乳類ゲノム中には 3 種類の G サブユニッ
トアイソフォームをコードする遺伝子の存在が
知 ら れ て お り、 そ れ ぞ れ、ATP6V1G1, 
ATP6V1G2, ATP6V1G3 と呼ばれている（Sun-




に（Murata et al. 2002）、ATP6V1G3 遺伝子
のコードする G3 アイソフォームは腎臓で特異
的 に 発 現 し て い る（Sun-Wada et al. 2002; 








et al. 1993; Takamori et al. 2006; Saw et al. 
2011）。また、シナプス小胞のシナプス前細胞
原形質膜への融合に V-ATPase が関与するこ






























 膜表在部分に存在する G サブユニットと E
サブユニットは結合し、柱状のストークスを








る抗体は Becton Dickinson 社から購入した。




は、以前に報告した（Kawamura et al. 2015）。
Atp6v1g2 遺伝子の遺伝子型決定は野生型アリ
ル、欠損型アリルを特異的に増幅するプライ
マーと ExTaq（TaKaRa 社）を用いて PCR 法







50mM Tris-HCl (pH7.4), 1% sodium dodecyl 
sulphate (SDS), 1mM phenylmethylsulfonyl 
fluoride 溶液に Complete® プロテアーゼ阻害
剤（Roche 社）を加えた抽出液を用いてタンパ
ク質を可溶化した。タンパク質濃度は BCA 
protein Assay Kit（Pierce 社）を用いて定量
した。イムノブロットは以前に記載した方法に
よ り 行 い（Murata et al. 2002）、Western 
Blotting Substrate Plus system（Pierce 社 ）
を用いて化学発光を LAS-4000 mini system 
（GE Healthcare 社）を用いて検出し、発光強
度 を ImageQuant TL ソ フ ト ウ ェ ア（GE 
Healthcare 社）を用いて定量、数値化した。




た。 凍 結 し た 組 織 か ら RNeasy mini kit
（QIAGEN 社製）を用いて RNA を抽出し OD
計測法により定量した。抽出した 1500ng の
RNA から SuperScript VILO cDNA synthesis 
kit（ThermoFisher Scientific 社）を用いて
cDNA を 合 成 し た。Atp6v1g1, Atp6v1g2, 
Atp6v1g3, Gapdh 遺伝子について 定量的 real-
time PCR 法を行い（Kawamura et al. 2015）、
ABI Prism7000 system （ThermoFisher 
Scientific 社）を用いて反応、検出を行った。
用いた PCR primer 配列は Table 1 に示した。
各サンプルの G アイソフォーム mRNA の相対




比を fold = EGn isoform, genotypes
（Mean (CqGn, wild） － Mean 
（CqGn, genotypes）)/EGapdh, genotypes
（Mean (CqGapdh,wild） － Mean 














































Fig.2　 Atp6v1g2-/-マウスに脳と腎臓における V-ATPase Gサブユニットタンパク質の発現量
 （A） Atp6v1g2+/+ マウス（レーン e, f）、Atp6v1g2+/- マウス（レーン c, d）、Atp6v1g2-/- マウス（レーン a, 
b）から得られた脳と腎臓の組織抽出液を電気泳動し、PVDF 膜に転写し、G1, G2, G3, a1 アイソ
フォームを特異的に認識する抗体を用いてイムノブロット法により各アイソフォームを検出した。
V-ATPase ポンプアセンブリーの量を a1 アイソフォームを用いて比較した。泳動したタンパク質量
の内部標準として β-catenin を用いた。










DNA を用いて PCR 法により遺伝子型を行った。
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なっており、Atp6v1g2- アリルが G2 アイソ
フォームタンパク質の欠損を導くことが確認さ











3-3． Atp6v1g2-/-マウスにおける G1, G2アイ
ソフォームmRNAの発現量
Atp6v1g2-/- マウスでは、脳における G1 ア
イソフォームタンパク質の発現量が上昇してい
た。転写段階においても同様の変化が見られる
か否かについて、定量的 real-time PCR 法を
用いて、G1, G2, G3 各アイソフォームをコー
ドする遺伝子の mRNA 量を定量したところ、
G3 アイソフォームの mRNA 量は各遺伝子型
間で差がなかった。この結果は、タンパク質レ
ベルでの結果と一致する。G2 アイソフォーム
の mRNA 量は Atp6v1g2-/- マウスでは検出限

















Fig.3　 Atp6v1g2-/-マウスに脳と腎臓における V-ATPase GサブユニットmRNAの発現量
 各遺伝子型マウスの脳と腎臓から得られた total RNA を用いて cDNA を合成し、各アイソフォームの
mRNA 発現量を定量的 real-time PCR 法により定量した。各アイソフォームの mRNA 発現量を Gapdh 
mRNA 発現量で標準化した相対量を示した。Atp6v1g2+/+ マウス 4 匹、Atp6v1g2+/- マウス 3 匹、
















マウスにおける G1 アイソフォームの mRNA
量は各遺伝子型でほぼ一定であったにもかかわ
らず、タンパク質の発現量は Atp6v1g2+/- マウ






















る（Zuo et al. 2006）。G サブユニットと共に
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